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摘要 :【 目的 】 探讨 氛 铃 腺 对 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura 酚 氧 化 酶 活性 的 影响 。【 方 法】 应 用 酶 动力 学 法 ， 在 确定 斜 
纹 夜 蛾 酚 氧 化 酶 最 适 反 应 条 件 基 础 上 ,测定 握 铃 脲 与 酚 氧化 酶 直接 作用 及 气 铃 脲 处 理 幼虫 后 酚 氧 化 酶 的 活性 。【 结 
果 】 以 邻 茶 二 酚 为 底 物 ， 斜 纹 夜 蛾 酚 氧 化 酶 的 最 适 pH 6. 5， 最 适 温度 30C 。 氟 铃 脲 没有 和 酚 氧 化 酶 结构 中 的 铜 离 
子 结合 ， 而 是 直接 与 酶 蛋白 发 生 作 用 。 气 铃 脲 浓度 低 于 1 153 mg/L 对 离 体 酚 氧 化 酶 有 激活 作用 ， 在 138 mg/L 激活 
作用 最 大 ， 浓 上 度 高 于 1 153 mg 人 拭 则 产生 抑制 作用 。 用 46 mg/L 和 92 mg/L 亚 致 死 剂量 气 铃 脲 连续 处 理 5 龄 幼虫 不 同 
时 间 后 ， 酚 氧化 酶 活性 均 显 著 提 高 ， 且 高 浓度 的 激活 作用 大 于 低 浓 度 的 激活 作用 。 进 一 步 测 定 药剂 处 理 幼虫 24, 
48 和 72 hh 的 血 淋 巴 、 表 皮 和 头 部 酚 氧 化 酶 活性 ， 随 着 气 铃 脲 处 理 时 间 延 长 ， 两 个 剂量 的 气 铃 脲 对 血 淋 巴 、 表 皮 及 
头 部 酚 氧 化 酶 的 激活 作用 逐渐 增 大 ， 气 铃 脲 对 血 淋 巴 酚 氧 化 酶 的 激活 作用 最 大 ， 表 皮 次 之 ， 尖 部 最 低 。 霸 铃 脲 处 
理 幼 虫 后 ， 其 预 晴 和 晴 酚 氧化 酶 的 活性 也 显著 提高 ， 表 现 出 一 定 的 后 效应 。 【结论 】 一 定 浓度 范围 内 ， 氟 铃 腺 对 斜 
纹 夜 蛾 酚 氧 化 酶 具有 激活 作用 。 
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Effects of hexaflumuron on phenoloxidase activity in Spodoptera litura 


( Fabricius) ( Lepidoptera. Noctuidae ) 

JIAO Yan-Yan, LIU Yong-Jie'" , QIU Xiu-Cui, LIU Hui ( College of Plant Protection, Shandong 
Agricultural University, Tai' an, Shandong 27108, China) 

Abstract: [Objective] To investigate the effects of hexaflumuron on phenoloxidase (PO) activity in the 
common cutworm, Spodoptera litura ( Fabricius) larvae. [ Methods] The activities of phenoloxidase 
directly reacted in vitro with hexaflumuron and that from hexaflumuron-treated 5th instar larvae of S. litura 
were assayed with enzyme kinetics methods. [Results] The optimum reaction conditions of PO were pH 6. 5 
and best working temperature 30°C by using catechol as substrate. Hexaflumuron could directly combine 


“+ in the active center of PO. The PO activity in vitro 


with enzyme protein, but it was not chelated with Cu 
increased when hexaflumuron concentrations were below 1 153 mg/L, reached its highest level at 138 mg/L 
and was inhibited. above 1 153 mg/L. After the 5th instar larvae were continuously treated with two 
sublethal concentrations (46 mg/L and 92 mg/L) of hexaflumuron for different time, the PO activity was 
significantly higher than that of the control at the same treatment time and the activation rates at high 
concentrations were larger than that at low concentrations. The PO activity in the hemolymph, cuticle and 
head of the 5th instar larvae increased with treatment time. The activation rate of PO at the same treatment 
time was the highest in the hemolymph and the lowest in the head. After the 5th instar larvae were 
continuously treated with hexaflumuron, PO activities in prepupae and pupae were also significantly 
enhanced. [Conclusions] Hexaflumuron can activate phenoloxidase activity in S. litura. 


Key words: Spodoptera litura; insect growth regulator; hexaflumuron; phenoloxidase; enzyme activation 


上 世纪 70 年 代 开始 发 展 起 来 的 茶 甲 酰 逐 类 昆 。” (chlorenzuron) , BR Hi ( diflubenzuron ) , $A BE Jk 
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虫 菊 酯 类 杀 虫 剂 产生 抗 药 性 的 害虫 作用 更 加 突出 
( 周 忠 实 等 ，2003; Unsal et al., 2004; Schneider et 
al., 2008). 。 此 类 杀 虫 剂 的 作用 机 理 研 究 也 在 不 断 
深入 。 最 早 对 灭 幼 脲 作用 机 理 的 研究 发 现 ， 灭 幼 脲 
通过 抑制 几 丁 质 合成 或 沉积 ， 阻 止 新 表皮 形成 ,使 
昆虫 因 不 能 正常 脱皮 而 死亡 (Post et aL, 1974; 
Soltani et al., 1984) 。 进 一 步 研 究 证 实 ， 灭 幼 腺 等 
还 可 干扰 昆虫 体内 保 幼 激素 和 旷 皮 激素 平衡 (Yu 
and Terriere, 1975; EH JL&Æ, 1989; 周 保 华 等 ， 
1991) 及 激活 几 丁 质 酶 和 酚 氧 化 酶 活性 (Ishaaya and 
Yablonski, 1976; 吴刚 和 尚 稚 珍 ，1992; Bayoumi 
et al.，1997 ) 等 。 此 类 杀 虫 剂 的 作用 机 理 比 较 复杂 ， 
到 目前 为 止 还 不 完全 清楚 。 
酚 氧 化 酶 在 昆虫 表皮 形成 和 免疫 系统 中 具有 重 
要 作用 。 在 昆虫 新 表皮 形成 过 程 中 ， 酚 氧化 酶 参与 
表皮 的 硬化 和 黑 化 过 程 ， 催 化 黑色 素 和 多 酚 化 合 物 
WER. MALEK KARKI, FE 工 -多 巴 ， 
再 将 工 -多 巴 氧 化 成 多 巴 柄 ， 进 而 生成 一 系列 引起 
黑 化 的 色素 类 物质 (Hiruma and Riddiford, 2009) 。 
在 昆虫 内 源 免 疫 系 统 中 ， 酌 氧化 酶 可 将 血 淋 巴 中 的 
酚 氧 化 成 醒 ， 在 其 他 酶 促 条 件 下 形成 的 黑色 素 对 入 
侵 病 原 物 等 有 毒 杀 作用 (Yin et al., 2001; Brown 
and Gordon, 2005), WF; HE SK K ZH BRI SR Ue DUK n] 
liz 58 Musca domestica TU MV. l| E X#E Ostrinia 
furnacalis 表皮 酚 氧 化 酶 的 活性 ， 认 为 酚 氧 化 酶 活 
性 提高 干扰 了 新 表皮 的 正常 形成 ， 是 导致 幼虫 死亡 
的 重要 原因 之 一 (Ishaaya and Casida, 1974; 吴刚 和 
尚 稚 珍 ，1992) 。 但 此 类 药剂 对 昆虫 体内 酚 氧 化 酶 
活性 影响 变化 过 程 及 其 后 效应 尚未 有 报道 。 本 研究 
以 科 纹 夜 蛾 为 试验 材料 ， 通 过 测定 氢 铃 脲 对 5 龄 幼 
虫 离 体 酚 氧化 酶 的 作用 特点 ， 探 讨 用 气 铃 脲 处 理 后 
幼虫 在 不 同时 间 、 不 同 组 织 及 预 肾 和 肾 酚 氧化 酶 活 
性 的 变化 ， 明 确 氟 铃 腺 对 酚 氧 化 酶 活性 的 影响 ， 为 
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1 材料 和 方法 


1.1. 供 试 斜 纹 夜 蛾 

由 江苏 省 农业 科学 院 植物 保护 研究 所 提供 ， 在 
室内 未 接触 任何 药剂 情况 下 用 人 工人 饲料 ( 陈 其 津 
等 ，2000) 继 代 饲 养 ， 收 集 5 龄 幼虫 供 试验 用 。 饲 


养 条 件 为 27%+1% ，RH =75% ， 光 周期 为 14L:10D 的 
光照 培养 箱 。 
1.2 供 试 药剂 和 试剂 

98. 5% 氢 铃 脲 原 药 (美国 陶 氏 益 农 公司 生产 ， 
上 海 惠 光化学 有 限 公 司 分 装 )， 邻 茶 二 酚 ( 天津 市 
PREKA ARASA A m), WR AM B 
酸 氧 二 钠 和 和 氧化 铀 (天 津 市 凯 通 化 学 试剂 有 限 公 司 
P^), $80 55d C-250 (Sigma 产品 ) ， 二 甲 基 
AE DMSO) (Sigma 产品 ) ， 丙 酮 等 其 他 试剂 均 为 
国产 分 析 纯 。 
1.3 和 气 铃 脲 处 理 幼虫 方法 

将 气 铃 脲 原 药 先 用 少许 DMSO 溶解 ,再 用 丙 
酮 液 ( 丙 酮 :去 离子 水 =0. 2:1) 配 制 成 一 定 浓度 的 母 
液 备 用 。 根 据 气 铃 脲 对 本 实验 用 斜纹 夜 蛾 5 龄 幼虫 
毒 力 测定 结果 (LCs0 为 441. 82 mg/L) ， 选 用 46 mg/ 
L (LCie) 和 92 mg/L (LC) 浓度 氢 铃 脲 药 液 作为 亚 
致死 剂量 。 将 人 工 饲 料 切 成 约 1 cm 小 方块 分别 
浸入 46 mg/L 和 92 mg/L 气 铃 脲 药 液 中 30 s, WE 
蚊 干 后 放 入 指 形 管 中 备 用 。 相 同 溶剂 含量 溶液 浸泡 
饲料 作为 对 照 。 每 个 处 理 取 脱 皮 后 4 ~ 12 h 生长 发 
育 一 致 的 5 龄 幼虫 200 k, LER 2 h 后 ， 每 个 指 形 
管 中 分 别 放 和 人 1 头 幼 虫 。 每 天 更 换 一 次 浸 过 药 的 人 
工 饲料 ， 直 至 幼虫 化 肾 。 每 处 理 重复 3 次 。 幼 虫 饲 
养 和 肾 保 存 条 件 同 上 。 
1.4 酚 氧 化 酶 活力 测定 方法 

参照 高 兴 祥 等 (2004 ) 的 方法 提取 酶 液 。 取 和 斜 
纹 夜 蛾 5 龄 幼虫 ， 按 mL/g 的 比例 加 入 预 冷 的 
0. 1 mol/L 磷酸 缓冲 液 (pH 6.5)， 在 冰 浴 中 人 匀 浆 ， 
于 4% 冰箱 内 静 置 30 min 后 抽 提 。 抽 提 液 在 4%、 
10 000 g 条 件 下 离心 30 min， 取 上 清 液 供 酶 活力 测 
定 用 。 

参照 Sugumaran 和 Nellaiappan( 2000) 的 方法 测 
定 酶 活力 。 和 采用 磷酸 缓冲 体系 。 在 3 mL 测 活 体系 
中 含有 2 mL 0.1 mol/L 磷酸 缓冲 液 (pH 6.5), 
0.8 mL 37. 5 mmoVL BÆ — E3410. 2 mL 酶 液 。 反 
应 在 30 恒温 条 件 下 进行 。 使 用 UV-2450 型 紫外 
分 光 光 度 计 在 420 nm 处 测定 120 s 内 光 密 度 随 时 
间 变 化 的 增长 曲线 ， 每 20 s 记录 一 个 吸光 度 值 ， 
得 出 一 条 直线 ， 从 直线 的 和 糙 率 求 得 该 酶 活力 。 以 每 
分 钟 催 化 底 物 氧化 吸光 度 提 高 0.01 定义 为 1 个 酶 
活力 单位 (U)。 各 实验 均 重 复 3 次 ， 下 同 。 
1.5 酚 氧 化 酶 基本 特性 测定 
1.5.1 pH 值 对 酚 氧 化 酶 活力 及 稳定 性 影响 : 配制 
不 同 pH 值 的 缓冲 溶液 : 0.1 mol/L ff E R- 
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0. 1 mol 工 柠檬 酸 钠 (pH 3.0 ~5.0) 和 0.1 mol/L 
NaH,PO,-0. 1 mol/L Na, HPO, (pH 6.0 - 8.0), 在 
3 mL 活性 测定 体系 中 ， 加 入 不 同 pH 的 缓冲 液 
2 mL, HjJILA 0.8 mL 37. 5 mmol/L 邻 葵 二 酚 。 置 
T 307C7K18 30 min 后 ， 加 入 0.2 mL 酶 液 ， 测 定 不 
同 pH 下 酚 氧 化 酶 的 活力 。 取 2 mL 不同 pH 值 的 组 
冲 液 与 0.2 mL 酶 液 混合 ， 置 于 30C 水浴 30 min 
后 ， 再 加 入 0.8 mL 37. 5 mmol/L 452 — R5, Tx 
温 下 反应 ， 测 定 不 同 pH 值 下 栈 氧 化 酶 的 稳定 性 。 
1.5.2 温度 对 酚 氧 化 酶 活力 及 稳定 性 影响 : 预先 
将 2 mL 0. 1 mol/L 磷酸 缓冲 液 (pH 6.5, F[n]) 与 
0.8 mL 37. 5 mmol/L 4B 2& — B3 TE [R] tà RE ( 20, 
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55C) 下 保温 30 min, 
再 分 别 加 入 0.2 mL 酶 液 ， 测 定 不 同 温度 下 酚 氧 化 
酶 的 活力 。 将 酶 液 在 上 述 不 同 温度 下 预 热 10 min 
后 ， 取 0.2 mL 分别 与 2 mL 0. 1 mol/L 磷酸 缓冲 液 
和 0.8 mL 37. 5 mmol/L RE — Ea TE iH Fi, 
测定 不 同 温度 下 酚 氧 化 酶 的 稳定 性 。 
1.6 铜 离子 (Cu +) 和 酶 液 对 毛 铃 脲 最 大 吸收 波 
关 影响 

参照 首 婷 等 (2007 ) 的 方法 ， 略 有 改进 。 将 氟 
铃 脲 原 药 用 少许 DMSO 溶解 后 ， 用 丙酮 液 ( 丙酮 : 
去 离子 水 =0.2:1) 配 制 成 一 定 浓度 的 母液 备用 。 测 
E Cu “对 氟 铃 腺 最 大 吸收 波长 影响 的 溶液 体系 含 
有 1 mL 0. 6 mmol/L CuCl, 溶液 、1 mL 0.1 mol/L 
磷酸 缓冲 液 和 1 mL 1 mmol/L 气 铃 脲 溶液 ，Cu “在 
测定 体系 中 的 终 浓度 为 0.2 mmol/L, ME RAX 
氟 铃 脲 最 大 吸收 波长 影响 的 洲 液 体系 含有 0. 2 mL 
酶 液 、1.8 mL 0.1 mol/L 磷酸 缓冲 液 和 1 mL 
1 mmol/L A £9 Bk A dE. p BRA XS 2 mL 
0. 1 mol/L 磷酸 缓冲 液 和 1 mL 1 mmol/L S8 £5 7A 
Wk. Æ 30 % 恒 温水 浴 中 稳定 5 min 后 ， 用 紫外 分 
光 光 度 计 扫 描 最 大 吸收 峰 。 在 测 活体 系 中 DMSO 
浓度 要 小 于 3% ， 以 消除 其 对 酶 活力 的 影响 。 
1.7 氢 铃 脲 对 酚 氧 化 酶 活力 影响 
1.7.1 气 铃 脲 对 未 人 处 理 幼虫 酚 氧 化 酶 活力 影响 : 
取 未 用 气 铃 脲 处 理 的 生长 发 育 一 致 的 5 龄 幼虫 
(1 d)6 ~8 涉 ， 称 重 后 整体 匀 浆 制备 酶 液 。 在 3 mL 
测 活体 系 中 ， 加 入 1.9 mL 磷酸 缓冲 液 ， 固 定 底 物 
邻 茶 二 了 酚 浓 度 (0.8 mL, 37. 5 mmol/L) 和 加 入 酶 液 
量 (0.2 mL) ， 再 分 别 加 入 0.1 mL 不同 浓度 (0 ~ 
13 833 mg/L) 的 气 铃 脲 溶液 ， 测 定 气 铃 脲 对 酚 氧 化 
酶 活力 的 影响 。 酚 氧化 酶 活力 测定 方法 同 1.4, 
下 同 。 


1.7.2 气 铃 脲 处 理 幼虫 不 同时 间 酚 氧化 酶 活力 : 
从 两 个 亚 致死 剂量 处 理 的 幼虫 中 每 隔 12 h 各 取 生 
长 发 育 一 致 的 5 ~6 头 幼 虫 , 至 72 h 共 取 6 次 。 供 
试 幼 忠 称 重 后 用 预 冷 的 磷酸 缓冲 液 清洗 并 在 冰 盘 上 
用 匀 浆 器 整体 匀 奖 ， 匀 浆 液 转 移 到 预 冷 的 离心 管 
中 ， 加 入 磷酸 缓冲 液 ， TEC. 10 000 s RTA 
心 30 min 后 ， 取 上 清 液 用 作 待 测 酶 液 。 以 相同 洲 
剂 含 量 处 理 的 相应 时 间 的 幼虫 酶 液 作为 对 照 。 
1.7.3 氟 铃 脲 处 理 对 幼虫 不 同 组 织 酚 氧 化 酶 活力 
影响 : 分 别 于 24，48 和 72 h 从 两 个 亚 致死 剂量 处 
理 的 幼虫 中 各 取 生 长 发 育 一 致 的 5 ~6 头 幼 虫 ， 供 
提取 不 同 组 织 酚 氧化 酶 酶 液 用 。 参 照 Wappner 等 
(1995) 的 方法 提取 血 淋 巴 、 头 部 和 表皮 中 的 酚 氧 
化 酶 酶 液 。 在 冰 盘 上 用 昆虫 针 自 幼虫 腹 足 处 刺 破 ， 
随即 用 毛细 管 对 准 伤 口 处 吸取 血 淋 巴 0.5 ~ 1 mL, 
放 和 信 预 冷 的 离心 管 中 。 加 入 预 冷 的 5 mL 0. 1 mol/L 
的 磷酸 缓冲 液 ， 4C. 10 000 g 下 离心 30 min, 
取 上 清 液 作 竺 测 酶 液 。 将 吸取 血 淋 巴 后 的 S 龄 幼虫 
放 在 冰 盘 上 解 训 。 除 去 虫 体 表 皮 内 外 附着 物 ， 剪 下 
头 部 。 将 头 部 和 表皮 用 去 离子 水 清洗 干净 ， 各 目 取 
约 1 g， 分 别 放 和 人 预 冷 的 玻璃 勺 浆 器 中 ， 加 入 S mL 
0. 1 mol/L 磷酸 缓冲 液 ， 在 冰 浴 中 匀 浆 。 义 浆液 转 
人 预 冷 的 离心 管 中 ， 在 相同 条 件 下 离心 ， 取 上 清澈 
作 待 测 酶 液 。 以 相同 溶剂 含量 处 理 的 相应 时 间 的 幼 
虫 不 同 组 织 酶 液 作为 对 照 。 
1.7.4 氢 铃 脲 对 预 肾 和 肾 酚 氧化 酶 活力 影响 用 
两 个 亚 致死 剂量 处 理 的 人 工 饲料 继续 饲 咀 5、6 龄 
幼虫 至 停止 取 食 并 化 晴 。 分 别 取 大 小 一 致 的 预 肾 前 
期 、 了 预 肾 及 化 师 后 1, 3, 5，8 d Bj 3 ~4 头 ， 选 
HHI TAR AER A NS WERE PROAR Ea EKRE 
HERRERAS, RA F T SIUS E GE 
中 ， 加 入 磷酸 缓冲 液 ， TEC. 10 000 g RTA 
心 30 min 后 ， 取 上 清 液 作 待 测 酶 液 。 以 相同 溶剂 
含量 处 理 的 相应 时 间 的 预 晴 和 师 的 酶 液 作 为 对 照 。 
预 肾 前 期 为 不 取 食 ， 头 部 变 小 ， 虫 体 开 始 收 缩 的 老 
熟 幼 虫 ， 预 晴 为 进入 预 晴 期 12 h 的 个 体 。 
1.8 蛋白质 含量 测定 

采用 考 马 斯 亮 蓝 G-250 法 (Bradford，1976 ) ， 
EIEE FA (BSA) AJ b ER EL e 
1.9 数据 处 理 与 分 析 

采用 SPSS 17. 0 软件 对 试验 数据 进行 t- 测 验 和 
单 因素 方差 分 析 。 根 据 每 隔 20 s 记录 的 数据 计算 
酚 氧 化 酶 的 活性 ， 求 出 每 一 重复 的 平均 酶 活性 ， 最 
后 用 同一 浓度 3 次 重复 试验 的 平均 值 进行 不 同 处 理 
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间 的 差异 显 闭 性 比较 (P=0. 05)。 


2 结果 与 分 析 


2.1 pH 值 和 温度 对 斜纹 夜 蛾 幼虫 酚 氧 化 酶 活性 
及 稳定 性 的 影响 

以 邻 共 二 酚 为 底 物 ， 测 定 在 不 同 pH 值 缓冲 液 
中 斜纹 夜 峨 酚 氧 化 酶 的 活性 。 结 果 表 明 ， 在 pH 
5.0 ~6.5 之 间 ， 酶 活性 随 着 pH 值 升 高 而 增加 ; 当 
pH 6.5 以 上 时 ， 酶 活性 随 pH 值 升 高 而 快速 下 降 。 
稳定 性 实验 表明 , 在 pH 6.5 时 酶 的 稳定 性 最 好 
(图 1: A)。 和 斜纹 夜 蛾 酚 氧 化 酶 的 最 适 pH fH 
jy 6.5, 

以 邻 邓 二 酚 为 底 物 ， 在 20 ~307 之 间 ， 酶 活 
性 随 着 温度 的 升 高 而 增加 ; 高 于 30C 时 ， 酶 活性 
则 随 温 度 升 高 而 下 降 。 将 酶 液 在 不 同 温度 下 预 热 
10 min 后 , 在 20 - 40"C 范围 内 表现 出 较 高 的 稳定 
性 ， 其 中 307€ 时 最 稳定 ， 仍 保留 原 有 酶 活性 的 
92.2% ; 温度 在 40 立 以 上 ， 酶 活性 快速 下 降 ( 图 1: 
B) 。30 人 是 斜纹 夜 峨 酚 氧 化 酶 的 最 适 温度 。 

一 一 酶 活力 PO activity 

A 一 和 一 酶 稳定 性 PO stability 


| 一 一 
co C N 
© c coc 
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Relative activity of PO 
è 8 
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© 
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图 1 pH 值 (A) 和 温度 (B) 对 斜纹 夜 蛾 幼虫 
酚 氧 化 酶 活性 及 稳定 性 的 影 啊 
Fig. 1 Effects of pH ( A) and temperature ( B) on the activity 


and stability of phenoloxidase of Spodoptera litura larvae 


2.2. Cu -和 酶 液 对 氟 铃 腺 最 大 吸收 峰 的 影响 
为 明确 氢 铃 脲 是 否 可 以 直接 影响 斜纹 夜 蛾 酚 氧 
化 酶 结构 中 的 铜 离子 ,在 气 铃 脲 溶液 中 分 别 加 入 
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Cu'' 和 酶 液 后 ， 观 察 紫外 吸收 峰 的 变化 。 由 图 2 
可 以 看 出 , 气 铃 脲 在 225 nm 处 的 最 大 紫外 吸收 峰 
没有 发 生 明 显 偏 移 或 消失 ， 表 明 气 铃 脲 没有 与 酚 氧 
化 酶 结构 中 的 铜 离子 结合 ， 说 明 气 铃 脲 不 是 通过 影 
响 酶 结构 中 的 铜 离子 发 生 作用 。 

3.0 


3 * - m = 
S 20 ~ 

{$ w 

A — C ~ 

€ LS ` 

fit * 

2 1.0 4 NS 





波长 Wavelength (nm) 
图 2 加 入 Cu ' 和 酚 氧 化 酶 液 后 气 铃 脲 的 紫外 吸收 光谱 
Fig. 2 UV-visible spectrum of hexaflumuron mixed 
with Cu^* and PO solution 


曲线 1 为 气 铃 脲 扫描 曲线 Curve 1 was the UV-visible spectrum of 
hexaflumuron; 曲线 2 为 加 入 Cu? + 后 氢 铃 脲 扫描 曲线 Curve 2 was 
the UV-visible spectrum of hexaflumuron with Cu? + ; 曲线 3 为 加 入 酚 


氧化 酶 后 氨 铃 脲 扫描 曲线 Curve 3 was the UV-visible spectrum of 


hexaflumuron with PO solution. 


2.3 气 铃 脲 对 和 斜纹 夜 蛾 未 处 理 幼虫 酚 氧 化 酶 活性 
的 影响 

以 邻 葵 二 酚 为 底 物 ， 对 照 酶 活性 为 100% ij 
定 并 比较 了 气 铃 脲 系列 浓度 对 斜纹 夜 蛾 酚 氧 化 酶 活 
性 的 影响 。 从 图 3 可 以 看 出 ， 气 铃 脲 浓度 在 0 ~ 
138 mg/L 时 ， 酚 氧化 酶 活性 随 着 气 铃 脲 浓度 增 大 
而 升 高 。 此 后 ， 随 着 气 铃 脲 浓度 继续 增 大 ， 酶 活性 
呈 下 降 趋势 。 当 气 铃 脲 浓度 大 于 1 153 mg/L HF, 
酶 活性 低 于 对 照 ， 表 现 为 抑制 作用 。 氢 铃 脲 浓度 在 
0 ~1 153 mg/L 之 间 ， 酶 活性 均 高 于 对 照 ， 气 铃 脲 
在 此 浓度 范围 内 对 斜纹 夜 蛾 酚 氧 化 酶 具有 激活 


作用 。 
2.4 氟 铃 腺 处 理 不 同时 间 后 斜纹 夜 蛾 幼虫 酚 氧 化 
酶 活性 的 变化 


用 两 个 亚 致 死 剂 量 氟 铃 腺 处 理 的 人 工 饲料 连续 
饲 喂 5 龄 幼虫 ， 每 隔 12 h 测定 一 次 酚 氧 化 酶 活性 。 
结果 表明 : 用 两 个 剂量 处 理 幼虫 的 酚 氧 化 酶 活性 均 
显著 高 于 对 照 ， 且 随 着 药剂 处 理 时 间 延 长 ， 氟 铃 脲 
的 激活 作用 也 逐渐 增强 。 高 剂量 氟 铃 腺 的 激活 作用 
高 于 低 剂 量 的 激活 作用 ， 如 至 72 h 时 ，46 mg/L Y& 
度 处 理 幼 虫 酚 氧 化 酶 活性 提高 了 95.096, 92 mg/L 
浓度 提高 了 105.2% (图 4)。 
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图 3 氢 铃 脲 对 斜纹 夜 蛾 5 龄 幼虫 酚 氧 化 酶 活性 的 影响 
Fig. 3 Effects of hexaflumuron on phenoloxidase activity in 5th instar larvae of Spodoptera litura 
CK: 加 入 DMSO 溶剂 对 照 Mixed into DMSO as the control; 0; 空白 对 照 Blank control. 
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图 4 有 氟 铃 腺 处 理 不 同时 间 后 斜纹 夜 蛾 5 龄 幼虫 酚 氧 化 酶 活性 的 变化 


Fig. 4 Chang in phenoloxidase activity in 5th instar larvae of Spodoptera litura after exposure to hexaflumuron for different time 


2.5 氟 铃 腺 对 斜纹 夜 蛾 幼虫 不 同 组 织 酚 氧化 酶 活 
性 的 影响 

用 两 个 亚 致 死 剂量 气 铃 脲 溶液 浸泡 饲料 饲 喂 5 
龄 幼虫 24，48 和 72 h 后 ,分 别 测定 血 淋 巴 、 表 皮 
和 头 部 酚 氧 化 酶 的 活性 ( 表 1)。 结 果 表 明 : 用 46 
mg/L 和 92 mg/L 剂量 处 理 后 ，5 Wh R iiM E 
氧化 酶 活性 24 h 分 别提 高 105.8% 和 127. 396 , 
48 h 为 128.8% 和 134.7%, 72 h 为 134.696 和 
149. 496 。 幼 虫 表皮 酚 氧 化 酶 活性 24 h 分 别提 高 
34. 196 和 41.0% , 48 h Jy 44. 5% $1 80. 296 , 72 h 
M 79. 796 $8 115. 296 。 幼 虫 头 部 酚 氧化 酶 活性 24 h 
分 别提 高 11.7% 和 31.990, 48 h 为 43.3% 和 
70.6% , 72 h 为 79.3% 和 88.7% 。 随 着 药剂 处 理 
时 间 的 延长 ， 氛 铃 腺 对 酚 氧 化 酶 的 激活 作用 也 呈 逐 
渐 增 大 趋势 。 药 剂 处 理 后 相同 时 间 ，92 mg/L 剂量 
对 酚 氧 化 酶 的 激活 作用 均 高 于 46 mg/L 剂量 的 激活 


作用 。 通 过 比较 同一 剂量 、 处 理 相同 时 间 的 不 同 组 
织 酚 氧化 酶 活性 结 末 ， 可 以 看 出 ， 氟 铃 腺 对 幼虫 血 
淋巴 酚 氧 化 酶 的 激活 作用 最 大 ， 表 庆 次 之 ， 头 部 最 
低 。 上 述 结 采 表明 ， 亚 致死 剂量 氟 铃 腺 能 显著 激活 
幼虫 体内 不 同 组 织 的 酚 氧 化 酶 活性 ， 对 不 同 组 织 中 


酚 氧 化 酶 的 激活 作用 不 同 。 
2.6 和 毛 铃 腺 对 不 同 发 育 阶 段 预 晴 和 晴 酚 氧化 酶 活 
性 的 影响 


用 两 个 亚 致 死 剂量 氟 铃 腺 浸泡 过 的 人 工 饲 料 连 
2r 5 龄 和 6 龄 幼虫 ， 直 至 幼虫 停止 取 食 并 化 晴 。 
分 别 测 定 预 晴 前 期 、 预 晴 及 不 同 天 数 晴 的 酚 氧 化 酶 
活性 ( 表 2)。 结 果 表明 ， 用 46 mg/L 和 92 mg/L 剂 
量 处 理 后 ， 预 晴 前 期 老 误 幼虫 酚 氧 化 酶 活性 分 别提 
高 44.0% 和 83.2% ， 预 肾 提 高 80.7% 和 140. 296 , 
化 肾 后 1，3 d 和 8 d 分 别提 高 35. 5% M 77.8% , 
32. 7% 381 74. 226 , 61. 896 $1 115. 196 , 46 mg/L 处 
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表 1 和 毛 铃 腺 处 理 不 同时 间 和 斜纹 夜 蛾 5 龄 幼虫 血 淋 巴 、 表 皮 和 头 部 酚 氧 化 酶 活性 变化 
Table1 Chang in phenoloxidase activity in hemolymph, cuticle and heads of 5th instar larvae of 
Spodoptera litura after exposure to hexaflumuron for different time 


氟 铃 脲 处理 幼虫 时 间 


Exposure time of 5th instar larvae to hexaflumuron 


药剂 浓度 
WEAR | 24 h 48 h 72h 
oncentration 
Body tissue 
(mg/L) 酶 活性 (U) ” 酶 活性 提高 率 (%)  ” 酶 活性 (U) ” 酶 活性 提高 率 (%)  ” 酶 活性 (U) ” 酶 活性 提高 率 (% ) 
PO activity Activation rate of PO PO activity Activation rate of PO PO activity Activation rate of PO 
血 淋 巴 0 34. 92 +2.79 a 40.07 £4.54 a 42.64 + 3.32 a 
Hemolymph 
46 71. 87 +5.58 b 105. 8 91.70 +4.35 b 128. 8 100. 05 + 31.24 b 134. 6 
92 79. 39 +3. 94 c 127. 3 94. 06 +2.21 b 134. 7 106. 36 x 28.57 b 149. 4 
表皮 0 30. 19 +4. 12 a 34. 23 +3. 46 a 38.09 + 4. 03 a 
Cuticle 
46 40. 49 +1.13 b 34.1 49. 46 x5. 67 b 44. 5 68.44 + 5.12 b 79. 7 
92 42. 57 x4. TI b 41.0 61.67 +5.21 c 80. 2 81.91 + 6.50 c 115.2 
头 部 0 15. 39 +2. 17 a 24. 45 +5.39 a 26.99 + 3.42 a 
Head 
46 17. 19 +4. 63 b 11.7 35.03 +2. 59 b 43.3 48. 40 + 5.49 b 79. 3 
92 20. 30 x3.34 c 31.9 41. 72 +1.74 c 70. 6 50. 93 + 6.50c 88. 7 











表 中 酶 活性 数据 为 平均 值 + 标准 误 ， 同一 虫 体 组 织 同一 栏 内 数据 后 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (Tukey 氏 检 验 ， 忆 三 0. 05 ) Data of 
phenoloxidase activity are means + SE, and those in the same column of one body tissue followed by different small letters are significantly different by 


Tukey’ s test (P<0. 05). 


R2 ， 氟 铃 腺 处 理 斜 纹 夜 蛾 $ 龄 和 6 龄 幼虫 后 预 里 和 肾 酚 氧化 酶 活性 
Table 2  Phenoloxidase activity in prepupae and pupae of Spodoptera litura after 


exposure of 5th and 6th instar larvae to hexaflumuron 





SSUES KK BE. Hexaflumuron concentrations 


溶剂 对 照 
发 育 历 期 CK (DMSO) 46 mg/L 92 mg/L 
Developmental stage 
酶 活性 (U) 酶 活性 (U) 。 。 酶 活性 提高 率 (%) 。 。 酶 活性 (U) 。 。 酶 活性 提高 率 (% ) 
PO activity PO activity Activation rate of PO PO activity Activation rate of PO 
预 晴 前 期 Early prepupa 30. 92 +2. 27a 44. 53 +3. 66 b 44.0 56.64 +4. 12 c 83. 2 
预 肾 Prepupa 55. 39 +2.94 a 100. 07 x8. 03 b 80. 7 133. 06 +5. 68 c 140. 2 
1 d 肾 Pupa 5.81 +0.59 a 7. 87 +1.18 b 35.5 10. 33 x1.43 c TT. 8 
3 d 肾 Pupa 4.62 +0.23 a 6. 13 +0. 37 b 32.7 8. 05 +0. 84 c 74. 2 
5 d 肾 Pupa 1. 78 +0. 52 a 1.94 +0. 49 a - 2.27 +0.24 b 27.5 
8 d t} Pupa 8. 80 +0.25 a 14. 24 +0. 93 b 61.8 18.93 +1.07 c 115.1 








表 中 酶 活性 数据 为 平均 值 上 标准 误 ， 同 一 行内 数据 后 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (Tukey 氏 检 验 , P<0.05)。Data of phenoloxidase activity 


are means + SE, and those in the same row followed by different small letters are significantly different by Tukey’ s test ( P0. 05). 


理 的 5 d 的 肾 酶 活性 和 对 照相 比 无 显著 差异 ，92 
mg/L 处 理 的 活性 提高 了 27. 5% ,差异 显著 。 两 个 
ERLIEN E ES KAE REZ E Ja H RE be ry TAR A A 
氧化 酶 活性 ，92 mg/L 剂量 对 酚 氧 化 酶 的 激活 作用 


均 高 于 46 mg/L 剂量 的 激活 作用 。 从 实验 数据 还 可 
以 看 出 ， 预 肾 期 酚 氧 化 酶 活性 最 高 ， 氢 铃 脲 激活 作 
用 也 最 大 ; 化 师 后 8 d 次 之 ,5 d 最 小 。 
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3 讨论 


本 实验 用 46 mg/L 和 92 mg/L 两 个 亚 致 死 剂量 
氟 铃 腺 处 理 5 龄 幼虫 ， 酚 氧化 酶 活性 随 着 处 理 时 间 
的 增长 呈 不 断 提 高 趋势 ， 高 剂量 的 提高 作用 更 大 。 
血 淋 巴 酚 氧 化 酶 活力 最 高 ， 气 铃 脲 对 血 淋 巴 中 酚 氧 
化 酶 活性 的 提高 作用 也 最 大 。 这 与 吴刚 和 尚 稚 珍 
(1992 ) 用 气 啶 脲 测定 亚洲 玉米 晨 幼 忠 的 结果 基本 
一 致 。 氟 铃 腺 连续 处 理 幼 虫 后 ， 预 师 和 晴 酚 氧化 酶 
活性 均 明 显 高 于 对 照 ， 膏 明 气 铃 脲 持续 作用 时 间 
长 ， 具 有 一 定 的 后 效应 。 氟 铃 腺 通过 幼虫 取 食 进入 
体内 后 ,与 酚 氧 化 酶 作用 的 浓度 会 进一步 降低 。 在 
幼虫 体内 氟 铃 腺 浓度 在 还 远 没 有 达到 1 153 mg/L 
的 情况 下 ， 就 已 经 导致 幼虫 死亡 。 放 在 一 般 情 次 
下 ， 氟 铃 腺 对 昆虫 体内 酚 氧 化 酶 活性 基本 上 是 呈 激 
活 状态 。 

低 剂 量 氟 伶 腺 可 能 对 酚 氧 化 酶 酶 原 激活 系统 中 
的 有 关 环 市 存在 激活 作用 ， 从 而 促进 了 酚 氧 化 酶 活 
性 的 提高 。 昆 忠 可 以 特异 性 地 识别 入 侵 的 细菌 、 真 
亩 等 病原 物 ， 并 开局 免疫 防御 系统 吞噬 入 侵 者 。 在 
此 过 程 的 初始 阶段 ， 酚 氧化 酶 酶 原 被 活化 成 具有 活 
性 的 酚 氧 化 酶 ， 然 后 将 酚 类 物质 氧化 ， 并 在 其 他 酶 
的 催化 下 ， 经 过 一 系列 复杂 的 生化 过 程 ， 最 终 聚 合 
成 有 毒 的 黑色 素 将 病原 物 隔 离 或 杀 死 (Ashida and 
Brey, 1995; Yin et al., 2001) 。 氟 铃 脲 在 低 浓 度 时 
的 这 种 刺激 作用 类 似 于 病原 微生物 对 酚 氧 化 酶 的 激 
活 作 用 。 氟 铃 腺 作为 一 种 外 来 物质 进入 虫 体 ， 也 可 
能 被 虫 体内 的 某 种 识别 因子 识别 ， 启 动 免 疫 系 统 ， 
使 酚 氧 化 酶 含量 增加 ， 表 现 为 酚 氧 化 酶 活性 升 高 。 
昆虫 免疫 防御 机 制 是 一 个 十 分 精密 而 复杂 的 系统 ， 
少 部 分 氟 铃 腺 可 能 在 昆虫 体内 经 过 代谢 途径 被 排出 
体外 ， 而 随 着 气 铃 脲 在 昆虫 体内 积累 越 来 越 多 ， 不 
能 被 完全 有 效 代 谢 或 降解 ， 则 表现 为 毒害 作用 。 过 
多 的 酚 氧 化 酶 在 昆虫 体内 可 氧化 酚 类 物质 为 醒 ， PR 
对 细胞 有 毒性 。 氟 铃 腺 导致 斜纹 夜 蛾 幼虫 死亡 可 能 
与 其 促进 酚 氧 化 酶 活性 提高 有 关 。 

经 气 铃 脲 处 理 后 ,幼虫 最 终 都 在 开始 晓 皮 至 赔 
皮 过 程 中 死亡 。 死 亡 幼 忠 涉 部 背面 呈现 突起 的 日 色 
透明 水 泡 状 ， 体 壁 变 薄 ， 部 分 虫 体 黑 化 ， 表 现 为 赔 
皮 过 程 受 到 阻碍 ( Unsal et al., 2004) , Eb rh [s pg 
氧化 酶 水 平 受 到 迪 皮 激素 等 调控 ( Hiruma et al., 
1985) ， 灭 幼 脲 等 可 干扰 昆 忠 体内 保 幼 激素 和 蚁 皮 
ARUFE EHIS, 1989; 周 保 华 等 ，1991)， 


气 铃 脲 可 能 也 具有 类 似 作用 。 

气 铃 脲 等 茶 甲 酰 逐 类 杀 虫 剂 的 作用 机 理 比 较 复 
杂 ， 还 有 许多 问题 尚 得 解决 。 人 研 究 气 铃 脲 对 和 斜纹 夜 
蛾 酚 氧 化 酶 的 影响 ， 有 助 于 更 系统 地 阐明 此 类 杀 上 忠 
剂 的 作用 机 理 。 随 着 对 其 作用 机 理 的 深入 人 研究， 通 
过 改变 害虫 体内 酚 氧 化 酶 活性 ， 使 害虫 发 育 异 常 或 
丧失 防御 能 力 ， 或 生成 过 多 的 毒性 物质 来 达到 合理 
控制 的 目的 。 
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